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1.2 発酵食品の機能性  



















1.3 発酵漬物  











































115 万トン中 6.7 万トンで僅か 6%であったものが、2012 年には全







mesenteroides 、 Streptococcus faecalis 、 Str. faecalis var. 




約 1 週間から 60 日の期間は乳酸菌が優位に立って pH が 4.0～4.2
程度になるとされており、乳酸菌の産生する酸味が腐敗細菌の増殖
を抑制することも含め乳酸菌の存在は非常に重要である。発酵末期
には、Lactobacillus plantarum、Lactobacillus brevis が優位にな
ると報告されている。キムチ中のビタミン B1、B2、B12 は初期に減
少するが、発酵の進行に伴って増加し、食べ頃には初期の約 2 倍量
となるい ことが 報告され ており 、 ビタミ ン B1 は Bacillus 
megaterium によるものと推定されている [17]。  
酵 母 で は 、 耐 塩 性 の Saccharomyces 属 、 Torulopsis 属 、















1.5 酵母による変敗の制御  
 酵母による変敗や過発酵を制御するには、加熱処理、浸透圧調整、






























1.6 食品の高圧処理と微生物制御  
 人類は約 50万年前から火を利用してきたとされているが [28,29]、










































度にもよるものの、50MPa 程度までは増殖が可能とされている [35, 










る [46] 。 Perrier-Cornet ら は 250MPa の 圧 力 処 理 で の 酵 母
Saccharomyces fibligera の細胞内成分の漏出を観察しており [47]、
特に不活性化した酵母では細胞体積が 65%程度まで半減することか
ら、高圧処理による細胞膜のダメージを示唆している [48]。嶋田ら











付与することが報告されている [55]。  
 
1.7 発酵漬物への高圧処理の適用  
 高圧処理を発酵漬物に適用した例としては、松本の報告が最も早






 白菜キムチに対しては、渡辺ら [59]が 100～500MPa の高圧処理
を施したときの品質保持について報告しており、一般生菌数が無処


















す結果が得られているが、300MPa や 400MPa では、キムチの外観
を損なう結果となることが示唆されている。外観の変化を抑えるに
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2 . 1  は じ め に  
 
 キ ム チ は 酵 母 と 乳 酸 菌 に よ る 複 合 発 酵 で 熟 成 が 進 む
食 品 で あ る が 、過 発 酵 に よ り 炭 酸 ガ ス の 発 生 や 酸 敗 が 起
こ り 、 品 質 が 低 下 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 笹 川 ら [ 1 ]
は 、 キ ム チ に 3 0 0  M P a の 高 圧 処 理 を 施 す こ と に よ り 、
酵 母 を 殺 菌 し 、圧 力 耐 性 が あ る 乳 酸 菌 を 残 存 さ せ る 選 択
的 な 微 生 物 制 御 が 可 能 で あ る こ と を 報 告 し て い る 。  
過 発 酵 の 原 因 と な る 酵 母 を 選 択 的 に 抑 制 し た 結 果 、ガ
ス の 発 生 を 抑 え 、 食 味 を 向 上 さ せ て い る 。 し か し 、 3 0 0  
M P a の 高 圧 処 理 で キ ム チ の 外 観 は 大 き く 損 な わ れ 、 煮
物 の よ う に な っ た 。そ こ で 、我 々 は キ ム チ 由 来 の 酵 母 か
ら 2 0 0  M P a の 高 圧 処 理 で 殺 菌 可 能 な 圧 力 感 受 性 酵 母 を
作 出 し 、キ ム チ の 外 観 を 損 な わ ず に ガ ス の 発 生 を 抑 え る
こ と に 成 功 し た [ 2 ] 。 圧 力 感 受 性 の キ ム チ 酵 母 を 利 用 す
る こ と に よ り 、キ ム チ を 密 封 包 装 形 態 で 提 供 で き 、長 期
的 な 品 質 の 安 定 も 期 待 さ れ て い る 。し か し な が ら 、高 圧
処 理 に よ り 、キ ム チ の 微 生 物 が ど の よ う に 変 化 し た か は
分 か っ て い な い 。  
 本 研 究 で は 、ま ず キ ム チ の 発 酵 過 程 に お け る 菌 叢 の 変
化 を 明 ら か に し 、さ ら に 高 圧 処 理 に よ る 微 生 物 叢 へ の 影
響 を 調 査 し た 。 キ ム チ に つ い て は 2 0 日 目 前 後 ま で の 菌
叢 変 化 が 既 に 報 告 さ れ て い る [ 4 ,  1 0 ] 。キ ム チ の 賞 味 に 適
す る 期 間 は 1 0 日 目 ～ 2 カ 月 と さ れ て い る が 、 こ の 間 に
酸 度 の 低 下 が 進 む こ と が 知 ら れ て お り 、 2 0 日 以 降 の 更
な る 菌 叢 変 化 が 予 想 さ れ る 。 そ こ で 、 本 研 究 で は 6 0 日
目 ま で に 至 る 長 期 の 菌 叢 変 化 を 調 べ た 。  
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2 . 2  実 験 方 法  
 
2 . 2 . 1  供 試 菌 株  
キ ム チ に 添 加 す る 酵 母 と し て キ ム チ 由 来 酵 母
K a z a c h s t a n i a  ( S a c c h a r o m y c e s )  s e r v a z z i i  M K 1 - W T
（ N B R C 1 0 9 5 2 2 ） を 、 ま た 、 乳 酸 菌 に は 漬 物 用 植 物 性 乳
酸 菌 と し て 市 販 さ れ て い る L a c t o b a c i l l u s  s a k e i  H S - 1（ 日
本 グ リ ー ン パ ッ ク ス ㈱ ） を 使 用 し た [ 3 ] 。   
 
2 . 2 . 2  キ ム チ の 調 製  
試 験 に 用 い た キ ム チ の 原 料 に は 、 5  % 食 塩 水 に 1 日 漬
け た 白 菜 を 使 用 し た 。韓 国 の 合 わ せ 調 味 料 で あ る ヤ ン ニ
ョ ム は 市 販 の も の を 使 用 し た 。水 切 り し た 白 菜 8 5 0  g と
ヤ ン ニ ョ ム 3 0 0  g を 混 合 し 、必 要 に 応 じ て 酵 母 や 乳 酸 菌
を 添 加 し て 1 0 ℃ で 発 酵 熟 成 さ せ た 。  
キ ム チ に 添 加 す る 酵 母 は Y M 液 体 培 地 （ G l u c o s e  
1 0 . 0 g / l ，P e p t o n e  5 . 0  g / l ，Y e a s t  e x t r a c t  3 . 0  g / l ，M a l t  e x t r a c t  
3 . 0  g / l ， p H 6 . 2 ， D i f c o ） に 接 種 し 、 3 0 ℃ で 2 4 時 間 振 と
う 培 養 し た 。培 養 後 の 菌 体 を 遠 心 分 離 に て 集 菌 し 、生 理
食 塩 水 で 3 回 洗 浄 し た 後 に 1 0 6  c f u / m l に 懸 濁 し 、 1 0 4  
c f u / g の 濃 度 と な る よ う に 添 加 し た 。乳 酸 菌 の H S - 1 は 、
乾 燥 菌 体 を 1 0 7  c f u / g の 濃 度 と な る よ う 生 理 食 塩 水 に 懸
濁 し て 添 加 し た 。対 照 区 に は 酵 母 や 乳 酸 菌 を 加 え な か っ
た キ ム チ を 使 用 し た 。   
サ ン プ ル の 採 取 は 3 0 日 目 ま で 3 日 ご と に 行 い 、3 0 日
目 以 降 は 4 5 日 目 お よ び 6 0 日 目 に 実 施 し 、 1 0  g ず つ サ
ン プ ル を 採 取 し た 。各 サ ン プ ル に つ い て は 酵 母 菌 数 お よ
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び 乳 酸 菌 数 の 計 測 （ 2 連 の 平 均 を 算 出 ）、 p H の 計 測 を 行
い 、  D G G E 解 析 の た め に 残 っ た サ ン プ ル か ら 1 0  g ず つ
を - 8 0 ℃ に て 保 存 し た 。  
 
2 . 2 . 3  p H の 測 定  
キ ム チ 1 5  g を 蒸 留 水 3 5  m l に 懸 濁 し 、 ホ モ ジ ナ イ ザ
ー を 用 い 1 0 0  r p m に て 5 分 間 ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 に 、ガ
ラ ス 電 極 法 に て p H を 計 測 し た 。  
 
2 . 2 . 4  生 菌 数 の 測 定  
キ ム チ の 浸 出 液 0 . 5  m l に 4 . 5  m l の 生 理 食 塩 水（ 0 . 8 5  %  
N a C l ） を 加 え た 溶 液 を 希 釈 し て 生 菌 数 を 計 測 し た 。 酵
母 は 1 0 0  m g / l ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を 含 む Y M 寒 天 培
地（ A g a r  2 0 . 0  g / l ）、乳 酸 菌 は M R S 寒 天 培 地（ P e p t o n e  1 0 . 0  
g / l ， ‘ L a b - L e m c o ’  P o w d e r  8 . 0  g / l ， Y e a s t  e x t r a c t  4 . 0  g / l ，
G l u c o s e  2 0 . 0  g / l ， S o r b i t a n  m o n o - o l e a t e  1  m l / l ，
D i - p o t a s s i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  2 . 0  g / l ， S o d i u m  
a c e t a t e - 3 H 2 O  5 . 0  g / l ， T r i - a m m o n i u n  c i t r a t e  2 . 0  g / l ，
M a g n e s i u m  s u l p h a t e - 7 H 2 O  0 . 2  g / l ， M a n g a n e s e  
s u l p h a t e - 4 H 2 O  0 . 0 5  g / l ， A g a r  1 0 . 0  g / l ， p H  6 . 2 ， O X O I D ）
を 用 い て 混 釈 法 に よ り 菌 液 を 分 散 し 、3 0 ℃ に て 6 日 間 培
養 後 に コ ロ ニ ー を 計 数 し て 生 菌 数 を 算 出 し た 。  
 
2 . 2 . 5  キ ム チ の 高 圧 処 理  
漬 け 込 み 開 始 か ら 2 0 日 目 の キ ム チ の 半 量 を 軟 質 樹 脂
袋 に 入 れ 、脱 気 後 に 密 封 し た 。食 品 用 高 圧 特 機（ 石 川 島
播 磨 重 工 業 ㈱ 製  最 大 圧 力 6 8 6  M P a ; 容 量 3 L （ 内 径 1 1 0  
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m m ×深 さ 3 8 0  m m ）） を 用 い て 、 密 封 し た キ ム チ に 3 0 ℃
に て 2 0 0  M P a ， 6 0 分 間 の 高 圧 処 理 を 施 し た 。 昇 圧 お よ
び 減 圧 の 時 間 は 各 々 2 分 間 と し た 。  
 
2 . 2 . 6  細 菌 の 単 離  
 細 菌 の 単 離 は 表 面 塗 抹 平 板 法 に て 行 い 、 製 造 後 3 0 日
目 ま で 経 時 的 に 採 取 し た キ ム チ 浸 出 液 を 生 理 食 塩 水 で
希 釈 し た 後 に 5  % ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー を 含 む M R S
寒 天 培 地 に 塗 布 し た 後 に 3 0 ℃ で 培 養 を 行 っ た [ 4 ] 。 コ ロ
ニ ー 性 状 に よ り 分 類 し て 菌 種 の 比 率 を 調 べ た 後 に 細 菌
を 単 離 し た 。  
 
2 . 2 . 7  キ ム チ 及 び 細 菌 か ら の D N A の 抽 出  
キ ム チ 0 . 5  g を 2  m l の ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に 入
れ 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 0 . 5  g （ φ 0 . 5  m m  0 . 2  g ， φ 0 . 1  m m  0 . 3  
g ），0 . 5  m l の S T E 溶 液（ 1 0 0  m M  N a C l ，1 0  m M  T r i s - H C l ，
1  m M  E D T A ， p H 8 . 0 ） と 0 . 2  m l の 1 0  % S D S を 加 え て 懸 濁
し た 。乳 酸 菌 は 1 0  m l の M R S 液 体 培 地 で 3 0 ℃ 、 2 4 時 間
培 養 後 に 集 菌 し 、  S T E 溶 液 1  m l に 0 . 2  m l の 1 0  % S D S
を 加 え て 懸 濁 し た 。細 胞 懸 濁 液 を マ ル チ ビ ー ズ シ ョ ッ カ
ー （ 安 井 器 械 ㈱ 製 ） を 用 い 2 , 5 0 0  r p m ， 8 0 秒 に て 細 胞 を
破 砕 し た 。 破 砕 溶 液 を 6 5 ℃ で 1 時 間 保 温 後 、 室 温 で
1 3 , 0 0 0  r p m ， 1 0 分 間 遠 心 し 、 上 清 を 0 . 5  m l 回 収 し た 。
0 . 2 5  m l の P E G 溶 液（ 3 0  %  P o l y e t h y l e n e  g l y c o l  6 0 0 0 ， 1 . 6  
M  N a C l ） を 加 え て 室 温 で 一 夜 放 置 後 、 4 ℃ ， 1 5 , 0 0 0  r p m
で 2 0 分 間 遠 心 し 、沈 殿 を 0 . 5  m l の T E  （ 1 0  m M  T r i s - H C l ，
1  m M  E D T A ， p H  8 . 0 ） に 溶 か し た 。 0 . 2 5  m l の 7 . 5  M 酢
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酸 カ リ ウ ム を 加 え て 氷 上 で 5 分 間 静 置 後 、 4 ℃ ， 1 5 , 0 0 0  
r p m で 3 0 分 間 遠 心 し て 上 清 を 回 収 し た 。フ ェ ノ ー ル / ク
ロ ロ ホ ル ム を 等 量 加 え て 混 和 後 に 、室 温 に て 1 5 , 0 0 0  r p m ，
1 0 分 間 遠 心 し て 上 清 を 0 . 3  m l 回 収 し た 。 等 量 の イ ソ プ
ロ パ ノ ー ル を 加 え て - 2 0 ℃ に て 1 5 分 間 保 持 後 、 4 ℃ ，
1 5 , 0 0 0  r p m で 2 0 分 間 遠 心 し た 。 沈 殿 を 1  m l の 7 0  % エ
タ ノ ー ル で 洗 浄 後 に 遠 心 （ 4 ℃ ， 1 5 , 0 0 0  r p m ， 5 分 間 ） す
る 操 作 を 2 回 繰 り 返 し た 後 、 自 然 乾 燥 し 、 5 0   l の 1 0  
m g / m l  R i b o n u c l e a s e  A  （ D N a s e  f r e e ， ㈱ ニ ッ ポ ン ジ ー ン
製 ） 入 り T E に 溶 解 し 、 D N A サ ン プ ル と し た 。  
 
2 . 2 . 8  単 離 し た 細 菌 の 1 6 S  r R N A 遺 伝 子 お よ び 酵 母 の
I T S 領 域 の 解 析  
そ れ ぞ れ の D N A サ ン プ ル か ら の 各 遺 伝 子 領 域 の P C R
増 幅 は 、  E x  T a q  D N A  p o l y m e r a s e （ タ カ ラ バ イ オ ㈱ 製 ）
を 用 い 、 マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 行 っ た 。 P C R 反 応 に は M J  
M i n i  t h e r m a l  c y c l e r（ B I O - R A D 社 製 ）を 用 い 、変 性 を 9 4 ℃
で 3 0 秒 、 ア ニ ー リ ン グ を 5 0 ℃ で 3 0 秒 、 伸 長 を 7 2 ℃ で
9 0 秒 の 条 件 で 実 施 し た 。 細 菌 の 1 6 S  r R N A 遺 伝 子 （ 約
1 , 4 0 0  b p ） の 増 幅 に は 8 F  
( A G A G T T T G AT C C T G G C T C A G ) [ 5 ] お よ び 1 4 9 2 R  
( G G T T A C C T T G T T A C G A C T T ) [ 6 ] を プ ラ イ マ ー に 用 い 、
P C R 反 応 を 4 0 サ イ ク ル 行 っ た 。 酵 母 の 1 8 S  
r R N A - I T S 1 - 5 . 8 S  r R N A - I T S 2 - 2 6 S  r R N A に ま た が る I T S 領
域 （ 約 7 0 0  b p ） の 増 幅 に は I T S 1  
( 5 ’ - T C C G T A G G T G A A C C T G C G G ) お よ び I T S 4  
( 5 ’ - T C C T C C G C T T AT T G AT AT G C )を プ ラ イ マ ー に 用 い [ 7 ]、 
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P C R 反 応 を 3 0 サ イ ク ル 行 っ た 。そ れ ぞ れ の P C R 産 物 は 、
0 . 8  % ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 後 、 G e l G r e e n
（ B i o t i u m 社 製 ） で 染 色 し て 、 目 的 の D N A バ ン ド を 切
り 出 し た 。 切 り 出 し た D N A 断 片 は Q I A E X  I I  G e l  
E x t r a c t i o n  K i t （ Q I A G E N 社 製 ） を 使 用 し て 抽 出 し た 。  
 
2 . 2 . 9  変 性 密 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 ( D G G E ) 解 析  
D G G E に 用 い る 細 菌 1 6 S  r R N A 遺 伝 子 配 列 （ 約 2 0 0  b p ）
の 増 幅 は 、 G C ク ラ ン プ 配 列 を 持 つ G C - B a c t e r i a 3 4 1 F  
( C G C C C G C C G C G C G C G G C G G G C G G G G C G G G G C C T A C G G
G A G G C A G C A G ) お よ び B a c t e r i a 5 1 8 R  
( A T T A C C G C G G C T G C T G G ) プ ラ イ マ ー [ 8 ]を 用 い 、前 述 に
従 っ て P C R 反 応 を 行 っ た 。 P C R 反 応 は 、 変 性 を 9 4 ℃ で 3 0
秒 、ア ニ ー リ ン グ を 6 0 ℃ で 3 0 秒 、伸 長 を 7 2 ℃ で 4 0 秒 の 条
件 で 3 サ イ ク ル 行 っ た 後 、 ア ニ ー リ ン グ 温 度 を 5 0 ℃ ま で
1 ℃ ず つ 下 げ な が ら 3 サ イ ク ル の 増 幅 を 繰 り 返 し 、最 後 に
ア ニ ー リ ン グ 温 度 を 5 0 ℃ と し て 1 5 サ イ ク ル の 増 幅 を 行
っ た 。 D G G E に 用 い る 真 菌 2 6 S  r R N A 遺 伝 子 の D 1 / D 2 領 域
（ 約 4 7 0  b p ） の 増 幅 に は G C ク ラ ン プ 配 列 を 持 つ G C - N L 1  
( 5 ’ - C G C C C G C C G C G C G C G G C G G G C G G G G C G G G G G C C AT A
T C A AT A A G C G G A G G A A A A G ) お よ び L S 2  
( 5 ’ - A T T C C C A A A C A A C T C G A C T C ) プ ラ イ マ ー [ 9 ]を 用 い 、
前 述 に 準 じ て P C R 反 応 を 行 っ た 。 P C R 反 応 は 、 変 性 を
9 4 ℃ で 3 0 秒 、ア ニ ー リ ン グ を 6 2 ℃ で 3 0 秒 、伸 長 を 7 2 ℃ で
4 0 秒 の 条 件 で 3 サ イ ク ル 行 っ た 後 、 ア ニ ー リ ン グ 温 度 を
5 2 ℃ ま で 1 ℃ ず つ 下 げ な が ら 3 サ イ ク ル の 増 幅 を 繰 り 返
し 、最 後 に ア ニ ー リ ン グ 温 度 を 5 2 ℃ と し て 1 5 サ イ ク ル の
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増 幅 を 行 っ た 。  
変 性 密 度 勾 配 ゲ ル は D c o d e シ ス テ ム （ B I O - R A D ） を
使 用 し 、 C h a n g ら [ 1 0 ] の 条 件 に 従 い 、 8  % ア ク リ ル ア ミ
ド /ビ ス に て 3 0  % ～ 6 0  % 尿 素 の 変 性 濃 度 勾 配 の ゲ ル を
マ ニ ュ ア ル 通 り に 調 製 し た 。 泳 動 は レ ー ン ご と に 5 0   l
の D N A 試 料 を 添 加 し 、8 0  V に て 6 0 ℃ で 1 4 時 間 行 っ た 。
泳 動 後 の ゲ ル を G e l G r e e n（ B i o t i u m 社 製 ）で 染 色 し 、D N A
バ ン ド を 検 出 し た 。  
 
2 . 2 . 1 0  D G G E で 分 離 し た D N A バ ン ド か ら の D N A 抽 出
と 増 幅  
泳 動 後 の ゲ ル か ら D N A バ ン ド を 切 り 出 し 、 Q I A E X  I I  
G e l  E x t r a c t i o n  K i t（ Q I A G E N 社 製 ） を 使 用 し て マ ニ ュ ア
ル に 従 っ て D N A を 抽 出 し た 。抽 出 し た 細 菌 の D N A に つ
い て は B a c t e r i a 3 4 1 F  ( C C T A C G G G A G G C A G C A G ) お よ び
B a c t e r i a 5 1 8 R  ( A T T A C C G C G G C T G C T G G ) プ ラ イ マ ー [ 8 ]
を 、 酵 母 の D N A に つ い て は G C - N L 1  
( 5 ’ - C G C C C G C C G C G C G C G G C G G G C G G G G C G G G G G C C AT A
T C A AT A A G C G G A G G A A A A G ) お よ び L S 2  
( 5 ’ - A T T C C C A A A C A A C T C G A C T C ) プ ラ イ マ ー [ 9 ]を 用 い 、
変 性 を 9 4 ℃ で 3 0 秒 、 ア ニ ー リ ン グ を 5 2 ℃ で 3 0 秒 、 伸
長 を 7 2 ℃ で 4 0 秒 の 条 件 に て 4 0 サ イ ク ル の P C R 反 応 を
行 っ た 。 増 幅 産 物 は 、 3 . 0  % ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で
分 離 後 、 前 述 の 方 法 に 従 い D N A を 抽 出 し た 。 細 菌 に つ
い て は 抽 出 し た D N A を 直 接 D N A 塩 基 配 列 の 解 析 に 用 い
た 。酵 母 の D N A に つ い て は p T 7 B l u e ベ ク タ ー（ N o v a g e n
社 ） に 連 結 し た 後 、 E .  c o l i  X L 2 - B l u e （ ア ジ レ ン ト ・ テ
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ク ノ ロ ジ ー ㈱ ） に 導 入 し 、 5 0   g / m l の ア ン ピ シ リ ン を
添 加 し た L B 寒 天 培 地 （ B a c t o - t r y p t o n e  1 0  g / l ， Ye a s t  
e x t r a c t  5  g / l ， N a C l  5  g / l ， A g a r  1 5  g / l ） に て 選 抜 し た 形
質 転 換 体 を 5  m l  L B 液 体 培 地 に て 培 養 し て プ ラ ス ミ ド
D N A を 抽 出 し 、挿 入 を 確 認 し た 。挿 入 が 確 認 さ れ た D N A
を D N A 塩 基 配 列 の 解 析 に 用 い た 。   
 
2 . 2 . 1 1  D N A 塩 基 配 列 の 解 析  
抽 出 し た D N A 断 片 に 対 し 、 D T C S  Q u i c k  S t a r t  k i t
（ B e c k m a n  C o u l t e r 社 製 ） を 用 い て マ ニ ュ ア ル に 従 っ て
P C R 反 応 等 を 行 い 、 D N A 試 料 を 調 製 し た 。 D N A 配 列 は
C E Q  2 0 0 0  S y s t e m（ B e c k m a n  C o u l t e r 社 ） を 用 い て 解 析 し
た 。 得 ら れ た D N A 配 列 の B L A S T 検 索 は D N A  D a t a  B a n k  




2 . 3  結 果 と 考 察  
 
2 . 3 . 1  キ ム チ か ら の 乳 酸 菌 の 単 離  
A 社 、B 社 、C 社 の 3 社 の キ ム チ に つ い て 5 日 、9 日 、
1 1 日 、 1 6 日 、 2 0 日 、 2 4 日 、 3 0 日 と 経 時 的 に コ ロ ニ ー
を 単 離 し 、 1 6 S  r R N A 遺 伝 子 配 列 を 調 べ た 。 単 離 し た 細
菌 種 の 1 6 S  r R N A 遺 伝 子 配 列 に も と づ く 系 統 樹 を 図 2 . 1
に 示 し た 。 A 社 の キ ム チ か ら は L e u c o n o s t o c 属 と
L a c t o b a c i l l u s 属 を 主 と す る 9 種 の 乳 酸 菌 が 、B 社 の キ ム
チ か ら は ほ と ん ど We i s s e l l a  c i b a r i a に 一 致 す る 1 種
（ O 1 2 D A ） の み が 、 C 社 の キ ム チ か ら は We i s s e l l a 属 と
L e u c o n o s t o c 属 、L a c t o b a c i l l u s 属 の 各 1 種 、合 計 3 種（ そ
れ ぞ れ Y 1 2 D D ， Y 1 2 D B ， Y 1 2 D C ） が 主 に 見 い だ さ れ 、
検 出 さ れ た 細 菌 は い ず れ も 乳 酸 菌 で あ っ た 。ま た 、白 菜
（ B r a s s i c a  n a p u s ） の ミ ト コ ン ド リ ア や ク ロ ロ プ ラ ス ト
由 来 の 1 6 S  r R N A 遺 伝 子 も 検 出 さ れ た 。 A 社 の キ ム チ で
は C 社 の キ ム チ の Y 1 2 D B お よ び Y 1 2 D C と 一 致 す る
F 1 1 D B お よ び F 3 0 D C が 一 過 性 に 認 め ら れ た が 、 そ の 他
の 種 は 製 造 元 に よ り 異 な っ て お り 、原 料 や 製 法 の 違 い が
3 社 の キ ム チ で 検 出 さ れ た 乳 酸 菌 の 多 様 性 に 反 映 し た
と 推 定 さ れ た 。 単 離 し た 細 菌 お よ び 白 菜 の 1 6 S  r R N A 遺
伝 子 を P C R 増 幅 し た D N A の D G G E 結 果 を 図 2 . 2 に 示 し
た 。 乳 酸 菌 及 び 酵 母 の 各 単 離 株 と 白 菜 の D N A を 等 量 混
合 し て P C R 増 幅 し た も の （ レ ー ン 1 3 ） を 、 以 降 の 実 験





図 2 . 1 ．  1 6 S  r R N A 遺 伝 子 配 列 に 基 づ く 分 離 株 と 乳 酸 菌 の
系 統 樹  
C l u s t a l W プ ロ グ ラ ム を 用 い た 近 隣 結 合 ( n e i g h b o r - j o i n i n g ) 法
に よ り 作 成 し た 。 枝 上 の 数 字 は ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 値 （ % ,  
1 0 0 0 回 繰 り 返 し ） を 、 ス ケ ー ル バ ー は 塩 基 置 換 % （ 0 . 0 1 は
1 % 置 換 ） を 示 す 。 B i f i d o b a c t e r i u m  b i f i d u m  N B R C 1 0 0 0 1 5 及
び C l o s t r i d i u m  b u t y r i c u m  J C M 1 3 9 1 を 外 群 ( o u t  g r o u p ) と し て










図 2 . 2 ． 単 離 し た 乳 酸 菌 の D G G E に お け る バ ン ド パ タ ー ン  
レ ー ン 1 ,  B r a s s i c a  n a p u s  ( B n ) ;  2  L a c t o b a c i l l u s  b r e v i s  
( L b ) ;  3 ,  L a c t o b a c i l l u s  c u r v a t u s  ( L c u ) ;  4 ,  L a c t o b a c i l l u s  
p l a n t a r u m  ( L p ) ;  5 ,  L a c t o b a c i l l u s  s a k e i  ( L s ) ;  6 ,  L e u c o n o s t o c  
c i t r e u m  ( L c i ) ;  7 ,  L e u c o n o s t o c  g a r l i c u m  ( L g ) ;  8 ,  L e u c o n o s t o c  
l a c t i s  ( L l ) ;  9 ,  L e u c o n o s t o c  m e s e n t e r o i d e s  ( L m ) ;  1 0 ,  W e i s s e l l a  
c i b a r i a  ( W s ) ;  1 1 ,  W e i s s e l l a  k o r e e n s i s  ( W k ) ;  1 2 ,  K a z a c h s t a n i a  
s e r v a z z i i  ( K s ) ;  1 3 ,  乳 酸 菌 ・ 酵 母 の 各 単 離 株 と 白 菜 の D N A
混 合 物 か ら の 増 幅 産 物 . 各 菌 株 を 代 表 す る バ ン ド に ア ル フ
ァ ベ ッ ト A ～ L を 付 与 し て 、 右 端 お よ び ゲ ル 中 に 示 し た 。  
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2 . 3 . 2  キ ム チ の 発 酵 過 程 に お け る 微 生 物 挙 動  
A 社 の キ ム チ の 発 酵 過 程 に お け る 経 時 的 な p H の 推 移
を 図 2 . 3（ A ） に 示 し た 。 発 酵 開 始 後 2 0 日 ま で は 一 定 の
速 度 で p H が 下 が り 続 け て p H  4 . 2 に 達 し た 後 、 3 0 日 ま
で p H  4 . 2 ～ 4 . 3 付 近 で 一 時 停 滞 し 、 以 降 は 4 0 日 に 向 け
て p H が 下 が り p H 3 . 9 付 近 で 維 持 さ れ た 。 一 方 、 発 酵 過
程 に お け る 乳 酸 菌 の 増 殖 は 1 5 日 付 近 で 最 大 と な っ て
1 . 7 × 1 0 9  c f u / m l に 達 し 、 以 降 は 定 常 期 と な り 3 . 2 × 1 0 8  
c f u / m l 前 後 で 推 移 し た （ 図 2 . 3 B ）。 こ の 過 程 で の 乳 酸 菌







図 2 . 3 ． キ ム チ の 発 酵 過 程 に お け る 微 生 物 挙 動  
発 酵 過 程 に お け る p H 変 化 ( A ) 、 乳 酸 菌 生 菌 数 ( B ) 、 細 菌
プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の D G G E  ( C ) 、 酵 母 生 菌 数 ( D ) 、 酵 母 プ
ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の D G G E  ( E ) を そ れ ぞ れ 示 し た 。  
 
 
発 酵 開 始 か ら 増 殖 が 最 大 と な る 2 1 日 目 ま で は 菌 叢 の 変
化 が あ り 、p H の 低 下 が 再 開 さ れ る 2 1 日 目 以 降 は 一 定 の
菌 叢 で 安 定 し た 後 、p H が 下 が り き っ た 4 5 日 以 降 は 再 び
菌 叢 に 変 化 が 生 じ る こ と が 示 唆 さ れ た 。こ の 間 、 A と D
の バ ン ド が 安 定 し て 認 め ら れ た が 、バ ン ド か ら 抽 出 し た
D N A の 塩 基 配 列 を 決 定 し た と こ ろ 、A は 白 菜 由 来 の D N A
、 D は L .  s a k e i（ F 3 0 D C ） を 含 ん で い た 。 培 養 2 1 日 以 降
に は バ ン ド I が 強 く 認 め ら れ 、 抽 出 し た D N A の 塩 基 配
列 か ら L .  p l a n t a r u m が 示 唆 さ れ た 。 ま た 培 養 末 期 の 4 5
日 以 降 に L .  m e s e n t e r o i d e s（ バ ン ド B ＋ C ＋ F ）と L .  c i t r e u m
（ バ ン ド B ＋ G ） が 認 め ら れ た 。 培 養 末 期 の 4 5 日 以 降
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は p H が 急 激 に 下 が っ た 時 期 で あ り 、こ れ ら の 2 菌 株 は
低 p H で の 増 殖 に 優 れ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。  
発 酵 過 程 に お け る 酵 母 の 生 菌 数 は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル を 添 加 し た Y M 培 地 で 計 数 し た が 、 1 5 日 ま で 増 加
し て 1 . 4 × 1 0 8  c f u / m l と な り 、2 7 日 ま で 漸 減 し て 1 . 0 × 1 0 7  
c f u / m l と な っ た 後 、急 激 に 低 下 し て 4 5 日 に は 1 0  c f u / m l
を 割 り 込 ん だ（ 図 2 . 3 D ）。酵 母 の 動 態 を 調 べ る た め 、2 6 S  
r R N A 遺 伝 子 中 の D 1 / D 2 領 域 D N A を P C R 増 幅 し 、D G G E
解 析 し た （ 図 2 . 3 E ）． こ の 結 果 、 9 ～ 4 5 日 目 に か け て
K a z a c h s t a n i a  s e r v a z z i i が 優 占 化 し 、 1 8 日 以 降 の 後 半 に
は C a n d i d a  h u m i l i s が 漸 増 し て 6 0 日 目 に は 優 占 化 し た こ
と が 示 唆 さ れ た 。 上 述 の よ う に 6 0 日 目 の 真 菌 の 濃 度 は
極 め て 低 く 、 キ ム チ 製 造 に お け る 主 要 酵 母 が K .  
s e r v a z z i i で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  
こ れ ま で 、 様 々 な 食 品 に つ い て D G G E を 用 い た 菌 叢
解 析 が 既 に 行 わ れ て お り 、 発 酵 食 品 に お い て も ぬ か 床
[ 1 1 ] 、  味 噌 [ 1 2 ] を 含 む 報 告 が あ る 。 キ ム チ に お い て も
C h a n g ら [ 1 0 ] が 乳 酸 菌 と 酵 母 の 菌 叢 の 動 態 を 報 告 し て い
る 。C h a n g ら は 漬 け 込 み 開 始 か ら 1 9 日 目 ま で の p H と 菌
叢 の 変 化 を 報 告 し て い る が 、 そ の 結 果 は 2 0 日 目 ま で の
今 回 の 結 果 と ほ ぼ 同 じ で あ る 。 C h a n g ら は 1 9 日 目 に は
We i s s e l l a 属 、 L e u c o n o s t o c 属 、 L a c t o b a c i l l u s 属 の 乳 酸 菌
と K a z a c h s t a n i a  ( S a c c h a r o m y c e s ) 属 の 酵 母 が 主 と な っ た
と 報 告 し て い る 。し た が っ て 2 0 日 目 以 降 の 今 回 の 結 果 、
特 に 3 0 日 目 以 降 の 更 な る p H の 低 下 や 6 0 日 目 の 大 き な
菌 叢 の 変 化 は 、こ れ ま で 報 告 さ れ て い な い ユ ニ ー ク な 研
究 成 果 だ と 考 え ら れ る 。  
  
36 
今 回 、 合 計 1 1 種 類 の 乳 酸 菌 を 同 定 し た が 、 個 々 の 菌
株 か ら 分 離 し た 複 数 の コ ロ ニ ー に つ い て 1 6 S - r R N A 遺 伝
子 配 列 を 調 べ 、配 列 が 一 致 す る こ と を 確 認 し て お り 、各
菌 株 は 少 な く と も あ る 程 度 は 純 化 さ れ て い る と 考 え ら
れ る 。 更 に D G G E ゲ ル 上 に 認 め ら れ た サ ン プ ル の バ ン
ド に つ い て 、そ の 移 動 度 を 分 離 し た 菌 株 の バ ン ド と 比 較
す る こ と に よ り 、 菌 種 を 推 定 し た 。 実 際 に D G G E で 生
じ た 主 な バ ン ド か ら D N A を 抽 出 し て P C R 増 幅 後 に D N A
シ ー ケ ン ス を 行 っ て 推 定 し た 菌 種 の 配 列 と 一 致 す る こ
と を 確 認 し て お り 、今 回 得 ら れ た 結 果 は 信 頼 性 が 高 い と
考 え て い る 。  
p H の 変 化 を 見 る と 2 1 日 目 に 一 旦 p H  4 . 2 付 近 で 停 ま
り 、一 時 的 に p H 4 . 3 付 近 に ま で 上 昇 し た 。酵 母 が 食 品 中
の 酢 酸 や 乳 酸 、ク エ ン 酸 な ど の 有 機 酸 を 分 解 し て p H を
高 め る こ と が 知 ら れ て い る [ 1 3 ] 。 酵 母 菌 数 は 1 5 ～ 2 7 日
目 に プ ラ ト ー に 達 し て お り 、酵 母 が p H 上 昇 を も た ら し
た 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。 さ ら に 、 3 0 日 目 以 降 に 再 び 下
降 を 示 し p H  3 . 9 付 近 ま で 下 が っ た 。 こ れ に 対 し 、 2 1 日
目 か ら L .  p l a n t a r u m が 出 現 し て お り 、 3 0 日 目 以 降 の p H
低 下 と の 関 連 性 が 考 え ら れ る 。 L .  p l a n t a r u m は p H 低 下
に 先 立 っ て 1 5 ～ 1 8 日 目 か ら 増 え 始 め て い る こ と と 、 乳
酸 菌 が 酸 生 成 に 優 れ て い る こ と か ら L .  p l a n t a r u m が 3 0
日 目 以 降 の p H 低 下 に 寄 与 し て い る と 考 え ら れ る ．し た
が っ て 2 1 日 目 ま で の p H 低 下 と 3 0 日 目 以 降 の p H 低 下
で 、酸 生 成 に か か わ る 乳 酸 菌 が 入 れ 替 わ る と 想 像 さ れ る 。 
純 粋 分 離 し た 酵 母 K . s e r v a z z i i お よ び 新 鮮 な ハ ク サ イ
か ら 調 整 し た ト ー タ ル D N A に つ い て 、 使 用 し た D G G E
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バ ク テ リ ア 用 の プ ラ イ マ ー で P C R を 行 い D G G E に か け
た と こ ろ 明 瞭 な バ ン ド が 出 現 し た （ 図 2 . 2 ）。 酵 母 や カ
ビ の ミ ト コ ン ド リ ア の ゲ ノ ム に は バ ク テ リ ア の
1 6 s - r R N A と 相 同 性 を 有 す る 1 5 S  r R N A 遺 伝 子 が 含 ま れ 、
植 物 の ク ロ ロ プ ラ ス ト の ゲ ノ ム に も 同 様 に 相 同 性 を 有
す る 1 6 S  r R N A 遺 伝 子 が 含 ま れ て お り 、 こ れ ら の 遺 伝 子
配 列 が P C R で 増 幅 さ れ た と 考 え ら れ る [ 1 4 ] 。 し か し な
が ら 、D 1 / D 2 領 域 を 用 い た D G G E の 結 果 に 比 べ る と 、図
3 . 3 の 9 ～ 1 8 日 以 前 や 6 0 日 目 な ど で 経 時 変 化 の 挙 動 が
一 致 し て お ら ず 、酵 母 の 細 胞 数 が 少 な い こ と も あ り 、細
菌 由 来 の D N A と の 競 合 や 細 菌 由 来 の 増 幅 産 物 に よ る マ
ス キ ン グ 等 が あ っ て 酵 母 の 挙 動 は 反 映 さ れ な か っ た と
推 定 さ れ る 。  
K .  s e r v a z z i i は 9 ～ 1 2 日 目 に D G G E の バ ン ド が 生 じ て
お り 、 D G G E で 検 出 さ れ る の は 1 0 4 ～ 1 0 5  c f u / m l と 考 え
ら れ る 。3 0 日 目 以 降 の p H 低 下 に 伴 っ て 酵 母 の 菌 数 は 減
少 す る が 、 D G G E の バ ン ド は 検 出 さ れ 続 け て お り 、高 圧
処 理 で 死 滅 し た 死 菌 の 細 胞 が 分 解 さ れ ず に 残 留 し 、こ の
よ う な 細 胞 か ら 抽 出 さ れ た D N A に 由 来 し て バ ン ド が 生
じ た と 考 え ら れ る 。  
 
2 . 3 . 3  高 圧 処 理 を 加 え た キ ム チ に お け る 微 生 物 挙 動  
高 圧 処 理 を 加 え た キ ム チ の 発 酵 過 程 に お け る 経 時 的
な p H の 推 移 を 図 2 . 4 A に 示 し た 。 キ ム チ の 発 酵 が 進 ん
で 美 味 し く な る の が 2 0 日 目 頃 で あ り 、 酵 母 菌 数 が プ ラ
ト ー に 達 し て 高 圧 処 理 の 効 果 が 明 確 に な る こ と を 考 慮
し て 2 1 日 目 に 高 圧 処 理 を 実 施 し た 。 図 2 . 3 A と 同 様 に
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2 0 日 目 ま で は p H  4 . 2 達 し た 後 に p H  4 . 3 に 戻 す が 、高 圧
処 理 を 加 え た 2 1 日 目 以 降 は p H の 低 下 が 見 ら れ な か っ
た 。一 方 、乳 酸 菌 数 は 1 8 日 ま で 図 2 . 3 B と 同 様 に 推 移 し
た が 、2 1 日 目 の 高 圧 処 理 に よ り 2 . 3 × 1 0 8  c f u / m l か ら 6 . 3
× 1 0 6  c f u / m l に 急 減 し た 。 こ の 後 3 0 日 目 ま で 漸 減 し て
8 . 3 × 1 0 5  c f u / m l と な っ た が 、 以 降 は 回 復 傾 向 に な り 6 0
日 目 に は 2 . 0 × 1 0 7  c f u / m l に な っ た（ 図 2 . 4 B ）。以 上 の 結
果 か ら 高 圧 処 理 に よ り 乳 酸 菌 数 が 減 っ て p H の 低 下 が 抑
え ら れ た こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ の 過 程 で の 乳 酸 菌 の
D G G E の 結 果 を 図 2 . 4 C に 示 し た 。図 2 . 3 C に 比 べ る と 解
像 度 が 劣 る が 、 主 要 な バ ン ド に 大 き な 違 い が な か っ た 。
2 1 日 目 の 高 圧 処 理 で 生 菌 数 が 激 減 し た こ と を 考 え る と 、
2 1 日 目 以 降 の バ ン ド は 死 菌 に 由 来 す る D N A を 反 映 し て
い る と 考 え ら れ る 。生 菌 数 は 2 1 日 か ら 3 0 日 に か け て 更
に 漸 減 し て い る が 、 D G G E で は 特 に L a c t o b a c i l l u s  s a k e i









図 2 . 4 ． 2 1 日 目 に 高 圧 処 理 を 加 え た キ ム チ の 発 酵 過 程 に お
け る 微 生 物 挙 動  
発 酵 過 程 に お け る p H 変 化 ( A ) 、 乳 酸 菌 生 菌 数 ( B ) 、 細 菌
プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の D G G E  ( C ) 、 酵 母 菌 生 菌 数 ( D ) 、 酵 母
プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の D G G E  ( E ) を そ れ ぞ れ 示 し た 。  
 
 
ド D が 濃 く な る 傾 向 が 見 ら れ た 。 ま た 、 2 1 日 目 の 乳 酸
菌 由 来 の バ ン ド が 薄 く な る 傾 向 が 認 め ら れ 、高 圧 で 損 傷
し た 細 胞 に 由 来 す る 不 純 物 に よ り 2 6 0  n m の 吸 収 が 増 大
し て D N A 濃 度 が 実 際 よ り 高 く 見 積 も ら れ た 可 能 性 が 想
像 さ れ る 。  
一 方 、 酵 母 の 生 菌 数 は 2 1 日 目 の 高 圧 処 理 で 検 出 限 界
以 下 と な り 、3 0 日 ま で こ の 状 態 が 続 き 、4 5 日 目 で は 5 . 1
× 1 0 6  c f u / m l ま で 回 復 し た （ 図 2 . 4 D ）。 酵 母 の D G G E の
結 果 で も 2 1 日 目 以 降 の バ ン ド は 死 菌 の D N A に 由 来 す る
と 考 え ら れ る が 、 4 5 日 以 降 に は 増 殖 し て き た 酵 母 の 生
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菌 数 が 反 映 さ れ て い る と 推 定 さ れ る 。 し か し 4 5 日 目 以
降 と 3 0 日 目 以 前 と で 大 差 が な く 、 3 0 日 か ら 4 5 日 に か
け て は 主 に K .  s e r v a z z i i が 増 殖 し て き た こ と が 示 唆 さ れ
た （ 図 2 . 4 E ）。  
高 圧 処 理 を 行 わ な か っ た 場 合 に は 6 0 日 目 に 優 占 化 し
た C a n d i d a  h u m i l i s は 、 高 圧 処 理 で p H の 低 下 が 生 じ な
か っ た 場 合 に は 優 占 化 し て お ら ず 、 K .  s e r v a z z i i よ り 優
れ た 耐 酸 性 を 持 つ こ と が 考 え ら れ る 。 K .  s e r v a z z i i に つ
い て は Y M 培 地 中 に お い て 2 0 0  M p a 、 6 0 分 の 処 理 で 死 滅
す る こ と を 報 告 し て い る [ 2 ] 。 し か し な が ら D G G E の バ
ン ド の 濃 さ が 3 0 日 目 以 降 に 増 加 に 転 じ る 推 移 か ら 3 0
日 目 以 降 に 増 殖 し て き た 酵 母 は K .  s e r v a z z i i と 予 想 さ れ
Y m 培 地 の 結 果 と 異 な る 結 果 と な っ た 。 食 塩 濃 度 が 高 く
な る に つ れ て 高 圧 処 理 で 死 滅 し に く く な る こ と が
Z y g o s a c c h a r o m y c e s  r o u x i i で 報 告 さ れ て お り S .  
c e r e v i s i a e で も 同 様 の 報 告 が あ る [ 1 5 , 1 6 ] 。 今 回 分 離 し
た K .  s e r v a z z i で も 食 塩 濃 度 が 高 い と 高 圧 処 理 で 死 滅 し
に く く な る 結 果 が 得 ら れ て お り [ 1 6 ] 、 キ ム チ ペ ー ス ト
中 で の 圧 力 抵 抗 性 の 上 昇 が 報 告 さ れ て い る [ 1 7 ] 。 お そ
ら く Y M 培 地 に 比 べ 食 塩 濃 度 の 高 い キ ム チ 中 で 圧 力 抵
抗 性 が 上 昇 し 、 2 0 0  M P a ， 6 0 分 の 処 理 で も 一 部 が 生 き 残
っ て 増 殖 し て き た と 思 わ れ る 。  
高 圧 処 理 を 施 し た と こ ろ 、菌 叢 の 変 化 は 無 い ま ま 乳 酸
菌 の 菌 数 な ら び に 酵 母 の 菌 数 が 激 減 し 、p H は 6 0 日 目 ま
で p H 4 . 3 付 近 で 安 定 し た 。高 圧 処 理 に よ り 多 く の 菌 が 死
滅 し 、キ ム チ に お け る 発 酵 ＝ 酸 生 成 が 停 止 し た こ と が 示
唆 さ れ る 。通 常 で あ れ ば 更 な る p H の 低 下 に よ り 食 味 が
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低 下 す る と こ ろ で あ る が 、発 酵 が 停 止 し た こ と か ら 食 味
が 良 好 な ま ま 維 持 さ れ る と 予 想 さ れ 、賞 味 期 間 の 延 長 に
つ な が る と 期 待 さ れ る 。  
 
2 . 3 . 4  ス タ ー タ ー を 加 え た キ ム チ に お け る 微 生 物 挙 動  
本 研 究 で は 、高 圧 感 受 性 酵 母 を 利 用 す る こ と を 目 標 と
し て い る が 、利 用 す る 際 に は 発 酵 開 始 時 に ス タ ー タ ー と
し て 加 え て 優 占 化 さ せ る の が 有 力 な 方 法 で あ る 。そ こ で
乳 酸 菌 と 酵 母 を ス タ ー タ ー と し て 添 加 し た 場 合 の 菌 叢
変 化 を 調 査 し た 。 ス タ ー タ ー と し て L . s a k e i お よ び K .  
s e r v a z z i i 野 生 株 を そ れ ぞ れ 2 × 1 0 6  c f u / m l お よ び 1 × 1 0 4  
c f u / m l と な る よ う に 添 加 し た キ ム チ に つ い て も 同 様 の
実 験 を 行 っ た 。 細 菌 D N A の D D G E の 結 果 （ 図 2 . 5 A ） で
は ス タ ー タ ー と し て 加 え た L . s a k e i が 3 日 目 に 優 占 化 し
て お り 、 ス タ ー タ ー を 加 え な い 場 合 よ り L . s a k e i の 優 占
化 が 3 日 程 度 早 ま っ た こ と が 示 唆 さ れ た 。菌 叢 の 変 化 は
2 4 日 目 頃 ま で 早 ま っ て 推 移 し た が 、 2 7 日 目 以 降 は ほ ぼ
同 じ と な っ た 。し た が っ て ス タ ー タ ー の 添 加 は 特 に 初 期
の 発 酵 過 程 を 若 干 早 め た も の の 菌 叢 自 体 を 変 化 さ せ る
効 果 は な か っ た と 思 わ れ る 。 酵 母 の 生 菌 数 の 結 果 （ 図
2 . 5 B ） で は ス タ ー タ ー と し て 加 え た K .  s e r v a z z i i 野 生 株
が 増 殖 を 早 め た こ と が 示 唆 さ れ た が 、 1 2 日 目 以 降 は 差
が な く な っ た 。 し か し 、 ス タ ー タ ー を 添 加 し た 場 合 の
p H の 変 化 、 乳 酸 菌 の 生 菌 数 、 D D G E に お け る 酵 母 D N A
の 挙 動 は 図 2 . 3 と ほ ぼ 同 じ で あ り （ d a t a  n o t  s h o w n ）、 キ
ム チ の 発 酵 に 目 立 っ た 変 化 を 与 え る こ と は な か っ た 。  
ま た 、2 1 日 目 に 高 圧 処 理 を 加 え た 場 合 も L . s a k e i の 早
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期 の 優 占 化 や 酵 母 の 増 殖 の 早 ま り が 見 ら れ た が 、高 圧 処
理 の 影 響 や そ の 後 の 推 移 は 図 2 . 4 と ほ ぼ 同 じ と な り
（ d a t a  n o t  s h o w n ）、や は り ス タ ー タ ー の 添 加 が キ ム チ の
発 酵 に 目 立 っ た 変 化 を 与 え る こ と は な か っ た 。  
以 上 の 結 果 は 、ス タ ー タ ー の 効 果 が な か っ た こ と 意 味
し 、ス タ ー タ ー の 菌 を 優 占 化 さ せ る に は 高 圧 処 理 後 に 添
加 す る な ど の 工 夫 が 必 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。一 方 、
実 際 に 試 食 し た と こ ろ 香 り に 明 確 な 違 い が あ り 、ス タ ー
タ ー の 効 果 を 検 証 す る に は 異 な る 指 標 も 必 要 だ と 考 え





図 2 . 5 ． ス タ ー タ ー と し て L b . s a k e i お よ び K . s e r v a z z i i を 加
え た キ ム チ の 発 酵 過 程 に お け る 微 生 物 挙 動  
発 酵 過 程 に お け る 細 菌 プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の D G G E  ( A ) 、
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害を抑制できることを報告している。しかし，  300 MPa の高圧処
理を施すと外観や食感に変化が生じ，キムチではしなびた外観に
なり，ヨーグルトでは著しい固化が生じるなど，高圧処理による
弊害も生じた [7]。一方，200 MPa 以下の中低圧処理を用いれば外
観や食感の変化が低減されると期待されたが，200 MPa 以下の圧力
処理では食品中の酵母を殺菌できなかったことが報告されている







3.2.2  実験方法  
3.2.1  供試酵母と培地  
製造元の異なる 4 種類のキムチを用いた。各キムチ 5 g に 0.85%
生理食塩水 45 ml を加え，Homogenizer AM-3（日本精機（株）製）
を用いてホモゲナイズし，得られた懸濁液を希釈して YM 寒天培
地 (Agar 20.0 g/l, Glucose 10.0 g/l, Peptone 5.0 g/l, Yeast extract 3.0 
g/l, Malt extract 3.0 g/l, pH 6.2 , Difco)に塗布した。 48 時間培養後に
生じたコロニーを単離し，供試酵母とした。酵母の液体培養は YM
培地 (Glucose 10.0 g/l, Peptone 5.0 g/l, Yeast extract 3.0 g/l, Malt  
extract 3.0 g/l, pH 6.2, Difco)を用い 30℃にて行った。  
 
3.2.2  DNA の抽出  
1.5 ml にて 48 時間培養した酵母菌体を入れた 2 ml のポリプロピ
レンチューブにガラスビーズ 0.5 g (0.5 mmϕ  0.2 g, 0.1mmϕ 0.3 g)，1 
ml の STE 溶液 (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0)
と 0.2 ml の 10% SDS を加えて懸濁し，マルチビーズショッカ （ー安
井器械（株）製）を用い 2,500 rpm，80 秒にて細胞を破砕した。破
砕溶液を 65℃で 1 時間保温後，室温で 13,000 rpm，10 分間遠心分
離し，上清を 0.5 ml 回収した。0.25 ml の PEG 溶液 (30% Polyethylene 
glycol 6000, 1.6 M NaCl)を加えて室温で一夜放置後， 4℃， 15,000 
rpm で 20 分間遠心分離し，沈殿を 0.5 ml の TE (10 mM Tris-HCl, 1 
mM EDTA)に溶かした。 0.25 ml の 7.5 M 酢酸カリウムを加えて氷
上で 5 分間静置後，4℃，15,000 rpm で 30 分間遠心分離し，上清を
回収した。フェノール /クロロホルムを等量加えて混和後に，室温
にて 15,000 rpm，10 分間遠心分離して上清を 0.3 ml 回収する操作
を 2 回繰り返した。集めた上清 0.6 ml に等量のイソプロパノール
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を加えて -20℃にて 15 分間保持後，4℃，15,000 rpm で 20 分間遠心
分離した。沈殿を 1 ml の 70%エタノールで 2 回洗浄（ 4℃，15,000 
rpm，5 分間遠心分離）して自然乾燥し，50 l の Deoxyribonuclease
フリーRibonuclease A（RNase A 10 mg/ml，（株）ニッポンジーン
製）入り TE 溶液 (5 l  RNase A, 45 l  TE, 1 mM EDTA, 10 mM 
Tris-HCl, pH 8.0)に溶解し，DNA サンプルとした。  
 
3.2.3  rRNA 遺伝子の PCR 増幅と解析  
18S rRNA-ITS1-5.8S rRNA-ITS2-26S rRNA を含む rRNA 遺伝子領
域内の約 700 bp (図  3.1)を増幅するため，DNA サンプルに対し，
Ex Taq DNA polymerase （ タ カ ラ バ イ オ （ 株 ） 製 ） と ITS1 
(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG) お よ び ITS4 
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC) プ ラ イ マ ー [9] を Ex Taq DNA 
polymerase のマニュアルに従って用い， MJ Mini thermal cycler






D1/D2 Region  
図  3.1. 同定のために PCR 増幅した rRNA 遺伝子配列  
18S, 5.8S, 26S の各 rRNA 遺伝子はグレーのボックスで示した。黒
い矢印で示した ITS1 及び ITS4 プライマーを用いて 775 bp の DNA




PCR 反応は，変性 94℃，30 秒，アニーリング 50℃， 30 秒，伸
長 72℃，90 秒の条件で 30 サイクル行った。PCR 産物は， 0.8%ア
ガロースゲル電気泳動で分離後，GelGreen（Biotium 社製）で染色
して検出した。  
PCR-RFLP 解析には約 700 bp の DNA 断片を電気泳導後のアガロ
ースゲルから QIAEX II Gel Extraction Kit（QIAGEN 社製）を使用
して抽出し，それぞれ制限酵素 Hae III（（株）ニッポンジーン製），
Hha I（（株）ニッポンジーン製），Hinf I（東洋紡績（株）製）を
用いてマニュアルに従い 37℃，2 時間反応後， 3%アガロースゲル
電気泳動で分離して検出した。  
DNA 塩基配列の解析には抽出した約 700 bp の DNA 断片に対し，
DTCS Quick Start kit（Beckman Coulter 社製）を用いて MJ Mini 
thermal cycler にてマニュアルに従ってシークエンス反応を行った。
反応後マニュアル通りに調製した DNA 試料の DNA 配列を CEQ 
2000 System（Beckman Coulter 社）を用いて解析した。得られた
DNA 配 列 の ブ ラ ス ト 検 索 は DNA Data Bank of Japan 
(http://www.ddbj.nig.ac.jp)の BLAST プログラムにて行った。  
変性密度勾配ゲル電気泳動 (DGGE)に用いた真菌 26S rRNA 遺伝
子の D1/D2 領域の増幅には GC クランプ配列を付加した NL1 
(5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCCATATCAAT
AAGCGGAGGAAAAG) 
および LS2 (5’-ATTCCCAAACAACTCGACTC)プライマー [10]を用
い，前述のように PCR 反応を行った。PCR 反応は，変性 94℃，30
秒，伸長 72℃，40 秒の条件を用い，アニーリングは 62℃から 53℃
まで 1℃ずつ温度を下げながら 30 秒行い，各温度のアニーリング
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条件で 3 サイクルの増幅を実施した。最後に 52℃，30 秒のアニー
リング条件で 15 サイクルの増幅を行った。変性密度勾配ゲルは
Chang ら [11]の条件に従い，Dcode システム (BIO-RAD)を使用し，
8%アクリルアミド /ビスにて 30%～ 60%の変性濃度勾配のゲルをマ
ニュアル通りに調製し，増幅産物 DNA を 80 V, 14 h, 60℃で泳動し
た。  
 
3.2.4 圧力感受性酵母のスクリーニング  
圧力感受性株MK1-HPSを以下に記した手順を経て取得した。ま
た、各段階で選抜したコロニー数を末尾に表として記した。  
(1) YM培地にて一夜培養したMK1の培養液 3 mlをMES緩衝液 (0.






















00 MPa，150 MPaおよび 200 MPaでの圧力感受性試験（次項 2.5）


















3.2.5 圧力感受性試験  
MK1 および MK1-HPS を，初発菌数が約 107 CFU/ml となるよう
に MES 緩衝液 (0.1 M, pH 4.5)に接種し，ガスバリア性軟質樹脂袋に
10 ml ずつ分注して脱気後に密封した。この樹脂袋を 100 MPa，150 
MPa あるいは 200 MPa にて 10 分間の圧力処理（前項 3.2.4）を施
した後，菌液を適宜希釈して 100 g/ml クロラムフェニコールを含
む YM 寒天培地（各希釈段階でプレート 2 枚ずつ）に塗布して 30℃
で培養した。培養 6 日後にコロニー数を計測して平均し、生菌数





ーブ処理にて滅菌して上述の MES 緩衝液の代わりに用いた。  
 
3.2.6 資化性試験  
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酵母の資化性試験には 6.7 g/l Yeast Nitrogen Base (Difco)，50 mg/l 
Yeast extract (Difco)，50 mg/l Casamino acids DAIGO（和光純薬（株）
製）の組成の培地に 50 g/lの炭素化合物溶液 (67 g/l Yeast Nitrogen 
Base)を1/10量加えて使用した。内径 16 mmの試験管 2本に炭素化合
物を含む資化性試験用培地 5 mlを入れ，30℃ ,  2日間培養して無菌性
を確認した後，供試酵母懸濁液 (104  CFU/ml)を各々 0.5%接種して
30℃で4週間静置培養した。 1週間ごとに観察しながら，試験管の
背面に置いた白紙の 5 mm間隔の黒色平行線（幅 0.75 mm）の視認性
を指標に各炭素源での増殖性を判定した。ネガティブコントロー
ルとして炭素化合物を加えない試験管を用いた。   
 
3.2.7  発酵試験  
MK1 および MK1-HPS を，初発菌数が約 107 CFU/ml となるよう
に YM 培地に接種し，ガスバリア性軟質樹脂袋に 5 ml ずつ分注し
て脱気後に密封した。この樹脂袋を 30℃，20℃，10℃，4℃の各温
度の恒温槽にて静置培養した。 24 時間後までは 4 時間ごとに， 24
時間以降は 24 時間ごとに樹脂袋を取り出し，培養液の OD600 を計
測した後，セルロースアセテートフィルター（孔径 0.45 m）でろ
過し，密封して分析まで‐ 80℃のフリーザーにて保管した。  
グルコース量の測定には，SUGAR KS-804 (8.0×300 mm, Shodex)
および SUGAR KS-801 (8.0×300 mm, Shodex)のカラムを接続して
使用し，超純水を移動相（流速 1.0 ml/min）に用いて高速液体クロ
マトグラフィー Jasco PU-980/LG-980-02 システム（日本分光（株）
製）にて分離し，示差屈折計 Jasco RI-2030（日本分光（株）製）
を用いて検出・定量した。エタノール量の測定には F-kit Ethanol





3.2.8 ガス発生量の定量  
MK1 および MK1-HPS を，初発菌数が約 107 CFU/ml となるよう
に YM 培地に接種し，ガスバリア性軟質樹脂袋に 10 ml ずつ分注し
て脱気後に密封した。この樹脂袋を 200 MPa にて 20 分，40 分また
は 60 分間の保圧条件で高圧処理を施した。圧力処理後は恒温槽に
静置して 30℃にて培養を行い， 4 時間ごとに樹脂袋を水中に沈め
て全容量を測定し容量変化を計測し，ガス発生量を定量した。実




3.3.  結果と考察  
 
3.3.1  キムチ発酵酵母の単離  
日本国内で入手した 3 種類のキムチ A，B，C と韓国で入手した
キムチ D から YM 培地にて酵母の分離を行い，各試料から 6 個の
コロニーを選んで単離した。各コロニーが酵母のコロニーである
ことは顕微鏡観察にて確認した。また，キムチ A については 3 ヶ
月後に再度，YM 培地に 6 個のコロニーを選んで単離した。各コロ
ニー由来の菌株を YM 培地で培養後に DNA を抽出し， ITS1-5.8S 
rRNA-ITS2 を含む遺伝子領域を増幅する ITS1 及び ITS4 のプライ
マーを用いた PCR-RFLP 解析を行った。その結果，全ての分離株
において制限酵素 Hae III，Hha I，Hinf I の切断パターンが同じで，
Hae III と Hinf I の断片長が Kazachstania (Saccharomyces)  servazzii  
CECT11353
T
[12]とほぼ一致した (図  3.2)。  
また，キムチ A 由来の 4 コロニー，キムチ B 由来の 7 コロニー，
キムチ C 由来の 7 コロニー，キムチ D 由来の 6 コロニーを培養後
に抽出した DNA から ITS1 及び ITS4 のプライマーを用いて PCR 増
幅した DNA の塩基配列を決定し，得られた DNA 配列の最長配列
を用いてブラスト検索を行った結果，Kazachstania (Saccharomyces)  
servazzii  NBRC1383 の配列に対してキムチ A およびキムチ D 由来
の 2 配列は 100%，キムチ C 由来の配列は 99.5%，キムチ B 由来の
配 列 は 99.4% の 相 同 性 を そ れ ぞ れ 示 し た ( 図  3.3) 。 ま た ，





図  3.  2.  分離した MK1 株の PCR-RFLP 分析  
PCR 増幅した rRNA 断片を HaeIII (レーン 1), HhaI (レーン 2), HinfI (レ
ーン 3)の各制限酵素で切断後、アガロースゲル電気泳動にかけた。分子
サイズマーカーをレーン M にて泳動し、サイズを左側に記した。
Kazachstania servazzii  CECT11353 株から PCR 増幅した rRNA 断片は、
HaeIII と HinfI で切断すると、それぞれ 335 bp, 250 bp, 190 bp の断片と  










D (KML#6) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
A (KA2) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
C (S4) ----------------------------------C--------------- --------------------------------------------------
B (D4) ----------------------------------C--------------- ----------------------C---------------------------
NBRC1383 GAGATTTTTATAATTCTTTGCATGCTTCTTTGGGC TGCTTCGGCGGCCC AGGAGTGACAAACACAAACAATTTTGTAATTTTATGAACTAGTCAAAACC
D (KML#6) ----------------------------------- -------------- --------------------------------------------------
A (KA2) ----------------------------------- -------------- --------------------------------------------------
C (S4) -----------------------------------A-------------- --------------------------------------------------
B (D4) ----------------------------------- -------------- --------------------------------------------------
NBRC1383 AGAATTCCAGGAAGATTTATCTTTTTGTAATATTAAAACAAATATTAAAA CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
D (KML#6) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
A (KA2) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
C (S4) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
B (D4) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
NBRC1383 ATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAA TCTTT GAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCAGGGGGCATGCCTGTTTGAGCG
D (KML#6) -------------------------------------------- ----- --------------------------------------------------
A (KA2) -------------------------------------------- ----- --------------------------------------------------
C (S4) -------------------------------------------- ----- --------------------------------------------------
B (D4) --------------------------------------------A----- --------------------------------------------------
NBRC1383 TCATTTCCTTCTCAAACAGCAATGTTTGGTTGTGAGTGATACTCTTTCGG AGTTAGCTTGAAATTGCTGGCCGATGGCTGTTGTGGTTGAGTGTCTCCCT
D (KML#6) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
A (KA2) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
C (S4) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
B (D4) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
NBRC1383 TCGGGGAGAGCGCTTGCTGCGTTAAGGGACGTCCTGCTGGACATCTTCGT ATTAGGTTCTACCAACTTCGAAGACGGTTAGCGGGGAGTTCTGCAGTGAG
D (KML#6) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
A (KA2) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
C (S4) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
B (D4) -------------------------------------------------- --------------------------------------------------
NBRC1383 TGTAGTGCTTTTACTACGTTGCACCATGGCGAACAGTGTTCTTTTAAGTT TGACCTCA 100%
D (KML#6) -------------------------------------------------- -------- 100%
A (KA2) -------------------------------------------------- -------- 100%
C (S4) ----A--------------------------------------------- -------- 99.5%
B (D4) ----A--------------------------------------------- -------- 99.4%  
 
図  3.3. 分離株と Kazachstania servazzii  NBRC1383 の rRNA 遺伝子配列
のアラインメント   
A から D のキムチから分離した酵母と Kazachstania servazzii  NBRC1383
の 656 bp の rRNA 遺伝子配列を並べた。酵母株は分離したキムチのアル
ファベット及び NBRC 番号で示した。NBRC1383 株は全配列を、分離株
は NBRC1383 株と異なる配列のみを示し、同じ配列は－で示した。配列
が欠失している場合はスペースで表した。NBRC1383 株に対する相同
性％を配列の末尾に記した。各行は 50 塩基ずつの 2 組をスペースで区





て K. servazzii が含まれていることが示唆された。さらにキムチ A
とキムチ D から DNA を抽出し，真菌 26S rRNA 遺伝子の D1/D2 領
域を PCR 増幅した断片を変性密度勾配ゲル電気泳動 (DGGE)にて
解析したところ， 1 本のバンドのみが検出された (data not shown)。
このバンドの DNA を抽出して塩基配列を決定したところ， K. 
servazzii  Lu9-14 の D1/D2 領域 (GenBank HM146913)と 100%一致し
た。この結果からキムチ A とキムチ D において K. servazzii が優占
化していることが示唆された。  
以後の実験には，キムチ D に由来する一株を K. servazzii MK1 と
命名して用いた。MK1 は 100 MPa の静水圧で 10 分間保持しても生
残性に影響がなく，生残率は 100%であった。 200 MPa，10 分間の

















図  3.4. 野生株と MK1-HPS 株の各圧力処理後の生残性  
YM broth で生育させた細胞を MES 緩衝液に懸濁し、グラフ中に記した圧
力で 10 分間処理した。 100 g/ml のクロラムフェニコールを含む YM 








研究に汎用される Saccharomyces cerevisiae や Shizosaccharomyces 
pombe では 200 MPa で著しく生残性が低下することが報告されて
おり [13]、K. servazzii は比較的高い耐圧性を有していると思われる。




3.3.2  圧力感受性株の取得  
MK1 の圧力感受性株を取得するにあたり，感受性株は高圧処理
後にダメージから回復するのに時間がかかって生育が遅くなると
仮定し，材料と方法に述べたように MK1 が本来耐性を示す 100 
MPa の静水圧を加えた後に生育が遅くなった変異株から圧力感受
性株を選抜する操作を 3 回繰り返し，圧力感受性株 MK1-HPS を取
得した。なお，選抜操作において増殖速度の低下が認められたた
め，2 回目と 3 回目の圧力感受性株を選抜する操作を完了した後に，
植え継ぎにより増殖速度が回復した株を選抜する操作を行った。  
MK1-HPS の圧力感受性を調べるため，野生株 MK1 とともに菌濃
度 107  CFU/ml の MES 溶液について 100 MPa と 200 MPa で 10 分の
加圧をしたところ， 200 MPa で MK1 に比べて 4 桁程度生残率が低
下し，明確な違いが認められた (図 .3.4)。また， 200 MPa， 40 分間
の処理では MK1 が 103 -4 CFU/m l 程度生残したのに対し，MK1-HPS
では生残菌は認められなかった (101  CFU/ml 以下 )(Data not shown)。
次に加圧時間を変えながら 200 MPa で圧力処理を行い，生残性を
調べて，5 分までのグラフにおける近似直線に基づいて 90%死滅す
るに要する時間（D 値）を算出したところ，MK1-HPS では 1.54 分，




～ 20 分の生残菌数から 90%死滅する D 値は MK1 で 17.1 分，







図  3.5. 野生株と MK1-HPS 株の 200 MPa 高圧処理後の生残性  
実験条件は図 3. 4 と同じである。野生株と MK1-HPS 株の対数生残率を、
それぞれ黒菱形と黒丸で示した。本文に記載した通り、対数生残率の 0








べるため，キムチ破砕ペースト 1 ml 中に 107 CFU/ml にて菌を懸濁
し，加圧時間を変えながら 200 MPa で圧力処理を行い，生残性を
調べた (図  3.6)。MK1-HPS および MK1 は共に圧力感受性が低下す







図  3.6.滅菌キムチペースト中における野生株と MK1-HPS 株の 200 MPa
高圧処理後の生残性  



















理による 3 回の選抜と植え継ぎによる 2 回の増殖能回復の少なく
とも 5 つの変異が存在すると考えられる。  
 
3.3.3 資化性試験  
各種の糖，グリセロール，プロリン，グルタミン酸，ギ酸などの
炭素源に対する資化性を，30℃にて 28 日後まで液体培養して検討
した。その結果，MK-1 および MK1-HPS に共通して 8 種類の炭素
源に対する資化性が認められた。一方，L-Proline，D-Raffinose に












表  3.1. MK1-HPS の各種糖及びプロリンの資化性  
Substrate MK1 (wild) MK1‐HPS 
α-D-Glucose +++ +++ 
D-Galactose +++ +++ 
D-Treharose +++ +++ 
Amygdalin ++ ++ 
Glycerol +++ ++ 
D-Ribose +++ ++ 
Sucrose ++ ++ 
L-Proline ++ －  
D-Raffinose + －  




3.3.4  発酵試験  




て検討した。 30℃および 10℃における結果を図  3.7 に示した。濁
度は 30℃，20℃試験区において差は見られなかった。10℃，4℃試
験区においては，MK1-HPS は MK-1 と比較して増殖がやや低下す
る傾向が見られた。一方，グルコース減少量とエタノール生成量
では，エタノール生成量で MK1-HPS が MK-1 に劣る傾向が見られ
たが，各温度において MK-1 と MK1-HPS の間で大きな差は認めら







図  3.7.野生株と MK1-HPS 株の発酵能  
YM broth で生育させた野生株 MK1 と変異株 MK1-HPS を約 107 
cells/ml の濃度で YM broth に接種し、 5 ml ずつ密閉バッグに封入
した後、30℃ (パネル A)及び 10℃ (パネル B)で培養した。増殖 (丸 ), 
グルコース残存量 (四角 ), エチルアルコール生産量 (三角 )を MK1 
(黒色 )及び MK1-HPS(白色 )について経時的に測定した。開始時 (0 分 )




3.3.5  ガス発生量の調査  
圧力感受性株の MK1-HPS の発酵途中におけるガス発生を高圧処
理で抑えることが出来るかを調べるため，MK1 および MK1-HPS
を YM 培地に接種後，ガスバリア性軟質樹脂袋に密封し，200 MPa
の高圧処理を施した。処理後の樹脂袋を 30℃にて培養して経時的
にガスの発生量を測定し，図  3.8 に示した。また，高圧処理直後
の生菌数を表  3.2 に示した。高圧処理後の生菌数は，MK1 では 60





表  3.2.野生株 MK1 と変異株 MK1-HPS におけるガス発生調査のた
めの 200 MPa 高圧処理後の生菌数  
strain 






























図  3.8. 野生株と MK1-HPS 株による YM broth におけるガス発生  
YM broth で生育させた野生株 MK1 (パネル A)と変異株 MK1-HPS 
(パネル B)を約 107  cells/ml の濃度で YM broth に接種し、 10 ml ず
つ密閉バッグに封入した後、200 MPa、20 分 (白四角 ), 40 分 (白三角 ),  







MK1 も MK1-HPS も培養初期からガス産生が始まり， 10 時間程度
で飽和した。MK1 では 20 分間の高圧処理で 28 時間後，60 分間の
高圧処理で 40 時間後からガス産生が始まり，いずれも 10 時間程
度で飽和した。一方，MK1-HPS では 60 分間の高圧処理で 3 パック
全てにおいてガスの産生は認められなかった。この 3 パックは実
験終了後 5℃にて 3 カ月間保管したが、ガス発生は認められなかっ
た。40 分間の高圧処理では 3 パック中 2 パックで 80 時間後と 94
時間後にガスの産生が認められ，それぞれ 88 時間後と 104 時間後
に飽和した。残る 1 パックはガスの産生が認められなかった。 20
分間の高圧処理では 92 時間後にガスの産生が認められ， 104 時間
後に飽和した。  
以上の結果から，MK1 では 200 MPa， 60 分間の高圧処理でもガ
ス発生が生じるのに対し，MK1-HPS では高圧処理によりガス発生
が抑えられることが示唆された。表 3.2 の結果では MK1-HPS の生
残性は 20 分を越える高圧処理で検出限界以下となっていたが、 20
分間及び 40 分間の高圧処理でガス産生が見られた。MK1-HPS の
圧力処理後の回復が遅く、野生株に比べて増殖が遅れた結果とも
考えられるが、表  3.2 の生残性試験では培養を 144 時間まで延長
してコロニーを計数しており、その可能性は低いと考えられる。
生残性が検出限界以下でも、培養液中には最大 300 CFU が残って
いる可能性があり、僅かに生き残った細胞が増殖した結果と思わ
れる。一方で、キムチペースト中での MK1-HPS の 200 MPa，60 分
間の高圧処理後の生残性（図 3.6）は 10 -4～ -5 程度であり、キムチ中
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4.1 本論文のまとめ  









用いて rRNA 遺伝子配列を PCR 増幅してシーケンス解析し、主要な微
生物種を特定した。細菌では Lactobacillus， Leuconostoc および
Weissella 属 を 含 む 11 種 の 乳 酸 菌 を 分 離 し た 。 酵 母 で は
Kazachstania (Saccharomyces) servazzii が優占種として共通して
含まれることを明らかにした。次に、キムチの発酵過程における微
生物叢を発酵開始から 60 日目まで調査した。キムチから抽出した
DNA から PCR 増幅した rRNA 遺伝子部分断片を変性密度勾配ゲル電気
泳動（DGGE）にて分離し、それぞれの DNA バンドから抽出した DNA
の塩基配列をシーケンシングにより調べた。 60 日間のキムチ発酵過
程で、pH は 3.9 まで二段階で低下し、乳酸菌濃度は 15 日目に最大
になった後、3.2×108 cfu/ml に保たれた。乳酸菌の中では L. sakei
が一定して認められ、L. plantarum が 21 日目以降に見られた。一
方、酵母では Kazachstania servazzii がもっぱら検出され、その菌
濃度は 15 日目に最大となり 1.4×108 cfu/ml に達し、27 日目以降は
検出限界以下へと減少した。以上の結果から、発酵の進行に伴って
複 数 の 乳 酸 菌 が 交 互 に 消 長 す る こ と 、 酵 母 で は Kazachstania 
77 
 
servazzii が優占化することを明らかにした。また、発酵 21 日目に
200 MPa，60 分の高圧処理をキムチに加えたところ、高圧処理以降
の pH 低下が止まるとともに、乳酸菌と酵母の菌濃度は急激に低下し、
それぞれ 8.3×105 cfu/ml ならびに検出限界以下となった。その後、
乳酸菌は緩やかに回復したのに対し、酵母は速やかな回復を見せた。
最終的には、高圧処理の有無による微生物叢の違いは認められなく
なった。また、発酵開始時にスターターとして L. sakei と K. 





























る。将来的には、DNA に比べて細胞中や環境中で短寿命の RNA を
試料とする PCR－DGGE を使用することになる可能性もある。  






















(1)  キムチについて世界で初めて 20 日を越え、60 日もの長期にわ
たる微生物叢の動態と pH 変化を明らかにした。  
(2)  キムチについて世界で初めて発酵途中の高圧処理における微
生物叢の動態と pH 変化を明らかにした。  
(3)  日 本 産 と 韓 国 産 の キ ム チ に お け る 酵 母 の 優 占 種 と し て
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